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Abstract. This work intends to describe the development of a web system that  
will help the work of molecular biologists, automatizing the steps necessary  
for a PCR (Polimerase Chain Reaction) experiment.  This system searches for  
genomic sequences in public databases, performs the design and analysis of  
primers that will be used in the reaction and shows the final result of the PCR. 
Each one of these steps are automatized, but the system allow the biologist´s  
intervention, who always are able to use his experience to correct problems  
with this process’ automatization. 
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Resumo. Este artigo descreve aspectos de um projeto que tem como objetivo  
o   desenvolvimento   de   um   software   para  web   que   auxilie   o   trabalho   dos  
pesquisadores  da área  de ciências  biológicas,  automatizando algumas das  
etapas necessárias para a realização de um experimento de PCR (Polimerase 
Chain Reaction). O software faz a busca de seqüências genômicas em bancos  
de dados públicos e realiza o projeto e análise de primers que serão usados  
na reação, apresentando o resultado final da PCR. Cada uma dessas etapas é  
automatizada, mas o software permite ainda a intervenção do pesquisador em 
cada passo, que pode sempre usar sua experiência para corrigir problemas 
na automatização desse processo. 
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1. Introdução
A bioinformática é uma ferramenta científica que une a bioquímica com a informática. 
Criada nas últimas décadas para tratar a imensa massa de dados que vem sendo gerada 
pelos vários projetos de genoma ao redor do mundo, a bioinformática permite explorar 
informações nunca antes disponíveis, e pode gerar resultados nunca antes imaginados. 
O termo bioinformática tem sido utilizado para descrever os processos computacionais 
usados para dar apoio às pesquisas relacionadas com material genético (DNA, RNA e 
proteínas). 
Em   relação   às   pesquisas   com  material   genético,   alvo   da   bioinformática,   o 
trabalho   do   biólogo,   farmacêutico,   médico   ou   pesquisador   de   área   afim,   começa 
geralmente com o seqüenciamento de um trecho de DNA. Como, em geral, a quantidade 
de DNA é pequena, é necessário “amplificar” (clonar) esse DNA. Isso pode ser feito 
através de plasmídeos (técnica in vivo) ou PCR (técnica in vitro). PCR, ou Polimerase 
Chain  Reaction  (Reação   em  Cadeia   da  Polimerase),   permite   aumentar  milhões   ou 
bilhões de vezes a quantidade inicial de DNA. 
Com o objetivo de contribuir com esses pesquisadores, este trabalho apresenta o 
desenvolvimento de um sistema web para estruturação de dados e automatização de 
fluxos de trabalho de processos biológicos, no que se refere ao projeto de experimentos 
de   PCR,   da   busca   de   seqüências   genômicas   ao   projeto   dos   primers   usados   no 
experimento. Nossa contribuição é na integração das diversas etapas envolvidas nesse 
projeto.
Na seção 2 este artigo descreve os principais conceitos envolvidos e na seção 3 
apresenta de forma abrangente o processo automatizado. Por fim, algumas conclusões 
são apresentadas na seção 4.
2. Contextualização e Fundamentação
Os  bancos de dados públicos  em biologia molecular são importantes principalmente 
para  proporcionar  à   comunidade  científica  um grande   repositório  de  dados  de   fácil 
acesso [PROSDOCIMI, 2008]. Esses bancos de dados possuem seqüências de DNA, 
RNA, proteínas, genes, ESTs, revistas e artigos de ciências biológicas e médicas,  entre 
outras informações.
Segundo o NCBI1 ­ National Center For Biotechnology Information, o número 
de   seqüências   depositadas   no  GenBank   em   2002   era   de  mais   de   22  milhões   de 
seqüências.  O  NCBI,   em  cooperação   com o  EMBL  (European  Molecular  Biology  
Laboratory) e outras organizações internacionais, fornece a seqüência mais completa de 
dados de seqüências de DNA disponível no mundo, assim como o PubMed, um banco 
de dados taxionômico (classificação), e um ponto de acesso alternativo para dados de 
estruturas e seqüências de proteínas. Esse banco de dados, conhecido como GenBank, 
pode ser acessado a partir  do site  do NCBI [GIBAS e JAMBECK, 2001]. O NCBI 
mantém dados de seqüências de todos os organismos, todas as fontes e todos os tipos de 
moléculas de DNA, RNA, estruturas 3D de proteínas, e muito mais. 
Um dos requisitos para o  seqüenciamento do DNA é a habilidade para obter 
fragmentos definidos de DNA. Qualquer método de seqüenciamento de DNA começa 
com uma população de um fragmento definido de DNA. A partir dessa população, são 
polimerizados conjuntos de moléculas que diferem em tamanho devido à incorporação 
na extremidade 3´ de uma base modificada, a qual interrompe o processo de síntese da 
cadeia complementar (nucleotídeo de terminação). Essas moléculas são separadas por 
eletroforese  de acordo com seu tamanho e por meio do reconhecimento de qual base 
modificada está na extremidade 3´ é possível determinar a seqüência original do DNA.
A busca de similaridades entre duas ou mais seqüências pode ser feita através 
das   técnicas   de  alinhamento.   Alinhar   duas   seqüências   significa   estabelecer   uma 
correspondência   entre   as   bases   nucléicas   ou   aminoácidos   de   ambas   seqüências, 
procurando dar prioridade a monômeros iguais. O alinhamento de seqüências é uma das 
ferramentas de bioinformática mais utilizada.
A PCR é uma técnica que possibilita a reprodução, ou clonagem, de milhões de 
cópias de um determinado fragmento de DNA. Através dessa técnica, uma seqüência 
particular   de   interesse   pode   ser   amplificada   (clonada),   tornando­se  majoritária   na 
amostra de DNA, e assim a seqüência amplificada pode ser utilizada para outros fins. 
1 Disponível em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>
O processo de PCR utiliza múltiplos ciclos de desnaturação, anelamento com 
primers   e   alongamento   da   seqüência   por   ação   da   polimerase.   Esses   primers   são 
pequenos   fragmentos   de   DNA   complementares   a   cada   uma   das   extremidades   da 
seqüência de DNA de interesse. Cada ciclo se inicia com a desnaturação da dupla­hélice 
do  DNA,   elevado   a   altas   temperaturas   (95   °C).  Esta   etapa  é   seguida   da   etapa  de 
anelamento dos primers ao DNA molde, a temperaturas que variam em torno de 55 ºC. 
Posteriormente ocorre a elongação de cadeia por ação da polimerase,  em geral entre 
temperaturas de 72 °C. Então cada cadeia sofre a desnaturação novamente e se tornam 
moldes para mais um ciclo. Ao final de cada ciclo, há aproximadamente o dobro de 
moléculas do DNA de interesse que havia antes. 
Primer é uma pequena cadeia de DNA de fita simples, onde, a partir da posição 
3’, a enzima DNA polimerase iniciará a incorporação de nucleotídeos, formando a fita 
dupla do DNA. Os primers são produzidos in vivo ou in vitro. Na forma natural,  os 
primers são produzidos por uma RNA polimerase  especial chamada Primase [SILVA, 
2001]. 
O projeto de primer é uma das mais importantes etapas para que se tenha uma 
reação de PCR bem sucedida [ALKAMI, 1999]. Existem muitos pontos que devem ser 
levados em consideração para se projetar um primer de boa qualidade. Os principais 
pontos   de   análise   são:   (i)   Tamanho   da   seqüência   do   primer;   (ii)   Temperatura   de 
anelamento; (iii)  Quantidade de nucleotídeos G e C no primer; (iv) Nucleotídeos na 
extremidade 3’ (deve­se evitar trechos complementares, evitar que seja rica em GC, os 
últimos três nucleotídeos precisam anelar­se perfeitamente à seqüência­alvo, etc); (v) 
Evitar primers com potencial para formar estruturas secundárias internas; (vi) Evitar um 
trecho com nucleotídeos contínuos iguais.
Existem várias ferramentas computacionais que projetam primers. Um exemplo 
de ferramenta disponível na internet é Web Primer, e outra ferramenta, também livre, é 
Gene Runner. A ferramenta  Web Primer2 aceita dois tipos de entrada de dados: uma 
maneira é através do identificador do GenBank da seqüência a ser amplificada, e a outra 
maneira é a entrada da seqüência de aminoácidos. Esta ferramenta provê primers para 
duas finalidades distintas, seqüenciamento ou PCR. A ferramenta  Gene Runner3 para 
Windows está  disponível para download gratuitamente. Esta ferramenta provê vários 
serviços, como projeto de primers, alinhamento se seqüências, tradução para proteínas, 
e outros. Para o projeto de primers esta ferramenta não é muito eficiente, pois ela não 
restringe os primers de acordo com os parâmetros de entrada.
Eletroforese é a técnica pela qual fragmentos de DNA de diferentes tamanhos 
são   separados   por   peso  molecular.  As   seqüências   de  DNA  são   colocadas   em   um 
equipamento que contém canais preenchidos de gel, e elas percorrem esse gel, movidos 
por uma diferença de potencial elétrico. Se o peso molecular de uma seqüência é maior 
que o de outra, o primeiro percorre o gel mais lentamente que o segundo. A Figura 1 
mostra um gel de eletroforese.  Nas colunas de 1 a 14 há  poços contendo diferentes 
seqüências de DNA. Pode­se ver os tamanhos dos fragmentos separados no gel no lado 
esquerdo da Figura. 
Trechos de DNA, depois de amplificados por PCR, e possivelmente cortados 
por enzimas de restrição, podem ser separados pela eletroforese e comparados a outras 
seqüências,  para verificar  se duas seqüências  possuem o mesmo gene,  por exemplo. 
2   Disponível em: <http://seq.yeastgenome.org/cgi­bin/SGD/web­primer>
3    Disponível em: <http://www.generunner.com>
Existem softwares disponíveis na web que simulam a eletroforese. Um exemplo, é o Gel 
Electrophoresis Simulator4. Ele tem a possibilidade de ter no máximo oito fragmentos 
de DNA e o gel utilizado é agarose. O maior problema desse simulador é que ele não 
mostra o tempo de corrida dos fragmentos no gel. Mas podem ser alterados o potencial 
de eletricidade e a concentração do gel de agarose.
Figura 1. Exemplo de gel de eletroforese
Fonte: http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol2no2/threlfal.htm
3. Desenvolvimento
O  sistema   descrito   nesse   artigo   foi   concebido   para   sistemas  Linux,   implementado 
utilizando Perl e alguns de seus módulos, como o BioPerl, e pode ser acessado a partir 
de qualquer browser na internet. Atualmente o acesso de fora da Instituição a qualquer 
computador   na   intranet   foi   bloqueado;   um novo   servidor   externo   ainda   está   sendo 
pesquisado para hospedar o sistema.
O usuário do sistema pode optar entre duas opções iniciais. A primeira opção é 
Projeto de PCR Completo e a segunda opção é Análise de Primers. A primeira opção 
inclui três etapas. As etapas são (i) Busca e/ou Inclusão de Seqüências, (ii) Alinhamento 
Múltiplo das seqüências a serem analisadas e (iii)  o Projeto de Primers. Na segunda 
opção, apenas há a Análise de Primers, que tem como finalidade exibir as características 
do(s) primer(s) inserido(s) na análise. As seções seguintes decrevem o processo geral da 
primeira ção citada.
3.1. Busca de Seqüências
A busca de seqüências tem como objetivos definir as seqüências que serão submetidas 
ao experimento de PCR. Pode­se especificar que primers amplifiquem ou não trechos 
dessas seqüências.  Atualmente nada é   realizado com as seqüências  com as quais os 
primers não devem anelar, mas há previsão para desenvolvimento de uma rotina que 
garanta   a   não­amplicação   nessas   seqüências   (o   que   permite,   por   exemplo,   a 
diferenciação de estirpes). O usuário pode digitar diretamente as seqüências ou pode 
simplesmente   apresentar   palavras­chaves   e   outras   restrições,   e   o   sistema   irá, 
automaticamente,   acessar   bancos   de   dados   públicos   e   recuperar   as   seqüências 
relacionadas a essas palavras.
4    Disponível em: <http://webphysics.davidson.edu/applets/biogel/biogel.html>
A busca  de  seqüências  é   realizada  no banco  de dados  genômicos  GenBank. 
Através de palavras­chaves e outras restrições que o usuário insere, o sistema acessa 
remotamente o banco de dados GenBank disponível em NCBI (2003). As restrições de 
busca são: (i) Organismo, Autor, (ii)  Com as palavras­chaves, (iii)  Sem as palavras­
chaves,  (iv)  Tamanho da seqüência,  (v)  Nome do Gene,  (vi)  Ano de Publicação da 
seqüência.   Essas   restrições   são  muito   importantes   para   o   usuário,   pois   diminuem 
significativamente o número de seqüências que não interessam. 
Depois que o usuário selecionou as seqüências que devem fazer parte da análise, 
o sistema acessa novamente o GenBank e traz as seqüências e outras características para 
serem armazenadas no banco de dados no servidor. As características das seqüências e 
as próprias seqüências são encontradas na página HTML da seqüência no GenBank e 
analisadas através de expressões regulares. 
A Figura  3 mostra  a   relação  das  seqüências  encontradas,  de  acordo com os 
parâmetros   exibidos   na   Figura   2.   Segundo   os   parâmetros   foram   encontradas   68 
seqüências   no   GenBank,   mas   na   Figura   3   estão   sendo   mostradas   apenas   2   das 
seqüências encontradas. A primeira seqüência é uma seqüência que já está cadastrada 
no banco de dados no servidor. A diferença entre as seqüências digitadas e as trazidas 
do GenBank é que as seqüências buscadas no GenBank contêm um link para a página 
do NCBI, e as outras não contêm link nenhum. O usuário do sistema pode digitar as 
seqüências e informações a respeito das mesmas. Esta característica do sistema permite 
ao usuário inserir as seqüências com as quais ele costuma trabalhar. As informações que 
o  usuário  pode  inserir   a   respeito  das   seqüências  digitadas  são:   (i)   ID,   (ii)  GI,   (iii) 
definição e (iv) organismo.
Figura 2. Tela de parâmetros de busca de seqüências
Esta  característica  do   sistema de   inserir  as   seqüências  possibilita   ao  usuário 
definir as seqüências e fazer o  projeto de primers, sem a necessidade de utilizar mais 
que um sistema para o projeto de PCR. Não há a necessidade do usuário procurar as 
seqüências   em   uma   página  web   e   fazer   o   projeto   de   PCR   em   outro   sistema.   A 
automação do fluxo de trabalho desse processo demonstra ser eficiente em relação à 
diminuição do tempo de projeto de PCR.
Figura 3. Tela com o sumário de algumas seqüências encontradas.
3.2. Preparação de Seqüências
Esta etapa é necessária para o caso de um único primer dever anelar em duas ou mais 
seqüências (primer multiplex) ou para o caso do projeto de primers degenerados. Para 
que um primer amplifique mais de uma seqüência é necessário que o primer projetado 
seja complementar a todas as seqüências. Nesta etapa é feito um alinhamento múltiplo 
com todas as seqüências que o primer deve anelar, e o primer será gerado de acordo 
com a fita consenso do alinhamento. Se houver apenas uma seqüência para a análise, 
esta etapa não será executada.
Uma das  vantagens  desse   sistema  é   permitir  projetos  de  PCR nos  quais  os 
primers se anelam a mais de uma seqüência. Isso pode ser útil nos casos de detecção de 
genes patógenos em qualquer estirpe de organismo. Para que isso ocorra, é necessário 
encontrar   regiões   comuns   a   todas   as   seqüências   as   quais   o   primer   deve   anelar 
(seqüências   positivas).   Além   disso,   essas   regiões   não   podem   ser   encontradas   nas 
seqüências   em que  o  primer   não  deve   anelar   (seqüências   negativas).  Para   tanto,  é 
realizado   o   alinhamento  múltiplo   com   as   seqüências   positivas.  Regiões   de   grande 
conservação (pouca degeneração) estão identificadas na fita consenso resultante. A fita 
consenso resultante então é repassada à etapa de projeto de primers e armazenada na 
num   banco   de   dados   no   servidor,   que   pode   também  ser   enviado   ao   usuário   para 
arquivamento local. 
Figura 4. Tela com o resultado do alinhamento feito pelo software ClustalW.
Por  exemplo,  o   usuário  pode   requisitar   um primer  que   se   anele   a   todos  as 
seqüências   de  Papillomavirus  (ex:  Human   papillomavirus  type   81,   89,   90)   para 
descobrir   se   a   seqüência   contém   um   determinado   gene.   Nesse   caso   é   necessário 
encontrar uma região conservada entre as seqüências para fazer um único primer, se 
possível. A região mais conservada é aquela que contém um número menor de bases 
degeneradas.
O alinhamento  das seqüências  para o projeto  de primers  é   feito  no software 
ClustalW  para   Linux.   Este   software   é   acessado   através   da   biblioteca  BioPerl.   Os 
módulos   utilizados   são:  Bio::Tools::Run::Alignment::Clustalw,  Bio::SimpleAlign, 
Bio::PrimarySeq  e  Bio::SeqIO. Os principais parâmetros de entrada utilizados para o 
ClustalW são: (i) o arquivo contendo as seqüências e a definição da cada uma, (ii) a 
matriz utilizada (BLOSUM) e (iii) o arquivo de saída (extensão .aln). O arquivo com 
extensão “.aln”, contém o alinhamento múltiplo. Depois do arquivo gerado, é utilizado 
o   método  Bio::SimpleAlign::consensus_iupac  para   a   geração   da   fita   consenso 
degenerada. Para a geração de uma segunda fita consenso, chamada de fita “match”, é 
utilizado o método  Bio::SimpleAlign::match_line(). Este método gera uma fita com o 
símbolo * nas posições onde o alinhamento é perfeito. 
3.3. Projeto de Primers
Esta etapa visa projetar  um ou mais primers de acordo com a(s) seqüência(s)  que o 
usuário   informa ou analisar  um ou  vários  primers  prontos   fornecidos  pelo  usuário. 
Através de uma ou várias seqüências fornecidas pelo usuário e outros parâmetros de 
entrada o sistema apresenta os primers encontrados que satisfazem as restrições. Se o 
usuário   selecionar   apenas   uma   seqüência,   o   sistema   projetará   um   primer   para   a 
seqüência.  Mas se o usuário  inserir  mais de uma seqüência,  o sistema projetará  um 
primer baseado na fita consenso gerada na etapa de preparação das seqüências.
A Figuras 5 mostra uma tela de parâmetros de primers, que contém os campos 
para os parâmetros mais simples Uma segunda tela contém os campos para o usuário 
inserir  os  parâmetros   internos  de  primers,  e  que  não  é   apresentada  neste   artigo.  O 
usuário pode deixar parâmetros de entrada das características dos primers em branco. O 
sistema   utiliza   valores­padrão,   ou   desconsidera   o   parâmetro,   ou   em   alguns   casos, 
calcula   o   valor   baseado   em   outros   parâmetros.   Por   exemplo,   o   sistema   calcula   o 
tamanho do primer baseado na percentagem de CG da seqüência e na Tm desejada.
O projeto inicia­se definindo os tamanhos mínimo e máximo para o primer, para 
que o mesmo tenha uma  Ta  (temperatura de anelamento) compatível com os valores 
indicados   de  Ta,  %GC   e   bases   na   ponta   3’(tail   bases).   A   seguir,   a   seqüência   é 
percorrida, e para cada base percorrida,  de  LenMin  (tamanho mínimo do primer) até 
LenMax (tamanho máximo) bases seguintes são analisadas.
Figura 5. Tela com os parâmetros de entrada para o projeto de primers.
A idéia é rejeitar o primer assim que alguma restrição não for satisfeita. Inicia­se 
avaliando as restrições que possam permitir percorrer a seqüência mais rapidamente, 
economizando tempo de processamento. Exemplificando: o número máximo permitido 
de  seqüências   contínuas   iguais  é  maxCont.  Se  o   sistema está   buscando  primers  da 
posição 1 até a posição 20, e encontra ‘X’ bases contínuas iguais a partir da base 12, 
então o sistema só começa a procura de novos primers a partir da posição  (12 + X – 
maxCont + 1). Isso elimina a procura de primers em muitas bases.
O primer é formado a partir do trecho da seqüência sob análise. No caso da fita 
sense, o primer é seu complemento e sua ponta 3’ está no início da seqüência. No caso 
da fita anti­sense, o primer é a própria seqüência sense, e sua ponta 3’ está no final de 
sua seqüência.  
Uma   vez   com   a   seqüência   do   possível   primer   determinada,   iniciam­se   as 
verificações de cumprimento das demais restrições. As restrições estabelecidas podem 
ser: (i) Degenerações: procuram­se bases degeneradas a partir do final do primer. Se o 
máximo de degenerações for encontrada, avança­se a busca na seqüência a partir dessa 
posição;   ou   (ii)  Degenerações   3’:   esta   restrição   segue   a  mesma   regra   da   descrita 
anteriormente, mas verifica apenas as degenerações na extremidade 3’.
As próximas restrições apenas rejeitam primers, mas a busca continua a partir da 
base   atual.   Exceção   para  harpin,  dimmer  e  budge  que   consomem   tempo   de 
processamento   e   são   deixadas   para   o   final   dos   testes   de   restrição.   As   próximas 
restrições são: (i) %GC 3’: Nessa verificação conta­se o número de bases G e bases C e 
divide­se pelo tamanho da ponta 3’ (geralmente 7 bases); (ii) %GC: idem à restrição 
anterior, mas considera todo o primer. Só verifica­se todo o primer se a restrição %GC 
3’ foi satisfeita; (iii) Alinhamento 3’: verifica­se se há alinhamento perfeito nas últimas 
‘x’ bases; e (iv) Hairpins: o procedimento para achar hairpins e budges é o mesmo. O 
que os diferencia é que os hairpins são budges nos quais a estrutura secundária inclui as 
3 últimas bases da ponta 3’. 
Os primers produzidos por esse sistema satisfazem todas as restrições impostas 
pelo profissional da saúde, e analiações qualitativas demonstram que tais  primers  são 
adequados ao uso. Entretanto, ainda pode ser realizada uma análise comparativa com os 
primers  criados   por   outras   ferramentas,   como   o  GeneRunner,   utilizando   critérios 
quantitativos como especificade de alinhamento, diferença de Ta, etc. Essa análise ainda 
não foi realizada pois necessita de uma pesquisa quanto a procedimentos reconhecidos 
para a comparação e análise da qualidade dos diferentes tipos de primers.
4. Conclusões
O Sistema Web para  Processamento  de Dados Genômicos  e  Projeto  de  PCR é  um 
sistema disponibilizado na Web para auxílio no projeto de PCR. Através do sistema o 
pesquisador   faz   a   busca   de   seqüências   em   banco   de   dados   genômicos   públicos 
(GenBank), armazena as seqüências e informações a respeito da mesma em banco de 
dados  no   servidor,   realiza   o   alinhamento  múltiplo   entre   as   seqüências,   e   realiza   o 
projeto   de   primers.   Como   próximos   trabalhos   a   serem   desenvolvidos   estão     a 
disponibilização o uso de enzimas de restrição e a simulação do gel de eletroforese.
As  contribuições  principais  deste  projeto   incluem a   integração  de  diferentes 
ferramentas e etapas de um fluxo de trabalho comum aos pesquisadores,  bem como 
acrescenta  mais   restrições   ao   projeto   de   primers,  melhorando   sua   qualidade.   Este 
trabalho   pode   ser   de   grande   utilidade   para   os   pesquisadores   da   área   de   ciências 
biológicas, pois diminui o tempo para o Projeto de PCR, e tende a melhorar a qualidade 
dos primers projetados em relação aos softwares existentes. Vários primeirs projetados 
foram comparados  com outros  projetados  pelas   ferramentas  disponíveis  na   internet. 
Entretanto,   essa   comparação   ainda   sem   uma  metodologia   formal   que   permita   sua 
análise   de   forma   quantitativa.   Assim,   os   resultados   dessa   análise   não   foram 
apresentados neste artigo, mas devem ser alvo de um artigo com foco exclusivo.
Além disso, esta ferramenta possibilita ao usuário utilizar várias ferramentas em 
único sistema. Normalmente o usuário acessa o banco de dados, recupera as seqüências 
de interesse, e se for necessário, executa o alinhamento múltiplo em outra ferramenta, 
faz o projeto de primers numa terceira ferramenta e simula o gel de eletroforese numa 
quarta   ferramenta.  Com a  unificação  desse   fluxo  de   trabalho,  o  profissional   ganha 
tempo significativo. A etapa de projeto de primers provê primers para seqüenciamento 
ou amplificação. Os primers projetados podem ser de vários tipos: degenerados, primers 
para anelarem em mais de uma seqüência, primers com inserção de seqüências no fim 
do primer (para cortes com enzimas de restrição). 
Como esta é  ainda uma área nova,  vários trabalhos  a partir  deste podem der 
feitos. Entre eles destaca­se a execução dos objetivos secundários do projeto, que é a 
análise com enzimas de restrição e a simulação de eletroforese. Este trabalho pode ainda 
ser melhorado em diversos aspectos, como a realização de uma análise da seqüência 
consenso,   identificando   regiões   de  maior   conservação  nas   seqüências   e   com maior 
potencial para projeto de primers. Pode ainda ser feito um alinhamento par­a­par das 
seqüências nas quais os primers não devem anelar com cada um dos primers projetados, 
o que permitiria o projeto de primers para distinção entre estirpes de organismos de 
interesse.
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